




高血圧自然発症ラットの内臓脂肪および腎臓とマウス 3T3-L1 細胞に 
対するベルベリンの影響に関する基礎研究 
 
Effects of Berberine on Adipose Tissues and Kidney Function in 
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 ベルベリンは、ベンジルイソキノリンアルカロイドの 1 種であり(Fig. 1)、キハダ
やオウレンなどの植物に含まれている成分である 1)。抗菌、抗炎症、止寫作用があり、
主に止寫薬として用いられている。また、血糖、血圧および血中脂質低下作用が報告


















係が深いことが知られており 8, 9)、本研究では、ベルベリンが 3T3-L1 脂肪細胞の酸
化ストレスを抑制している可能性を見出した 10)。 
 本論文の第 1 章では、高血圧自然発症ラット(SHR)の脂肪組織および腎臓に対する




































Figure1. Structure of Berberine 
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 高血圧自然発症ラット(Spontaneously Hypertensive Rat: SHR)は、1963 年に岡












が関与しているという報告 13) がある。SHR では対照系統である WKY と比較して活















 ベルベリンは Sigma 社のものを用いた。ベルベリン粉末を生理食塩水に混ぜ、150 
mg/kg のベルベリン含有生理食塩水を作成した。この投与量の設定は、先行文献の
Wan ら 15) および Chen ら 16) の文献より 150 mg/kg と設定した。 
 
(2) 実験動物 
 5 週齡雄性 SHR10 匹を SHR 等疾患モデル共同研究会（京都）より分与を受け、1
週間の予備飼育期間を設けた後、実験を開始した。実験開始の当日より、体重および
血圧を測定し、生理食塩水を投与する群(Control 群, n=5)とベルベリンを投与する群
(BBR 群, n=5)の 2 群に分けた。ラットへの投与方法は、ゾンデにて経口投与を行い、





 体重と血圧の測定は、実験開始前の 6週齢から 14週齢まで 2週間に 1回実施した。
血圧は tail-cuff 法により自動血圧測定装置を用いて測定した。 
 
(4) 採尿・採血および臓器摘出 
 実験開始日から 8 週目の時点において 24 時間の尿をメタボリックケージ(ナルゲ











































(1) ベルベリン投与による SHR の体重、血圧の変化 
 8週目における摂餌量は、ベルベリン(BBR) 12.12±0.68 g, Control群 12.11±2.53 g
と有意な差は認められなかった。また、肝機能指標である Aspartate amino 
transferase (AST)および Alanine amino transaminase (ALT)はそれぞれ BBR 群 
89.2±8.1 IU/L、45.8±2.2 IU/L であり Control 群では 94.0±10.1 IU/L、42.8±1.9 IU/L
で有意な差は認められなかった。 
 体重は Fig. 3 で示すように、ベルベリン投与 4 週目より Control 群に比べ、体重増
加が緩やかとなり、8 週目には有意に近い値(p=0.058)を示した。8 週間投与実験終了
時の体重増加量において BBR 群(164.72±8.46 g)では、Control 群 (179.94±7.47 g)
と比較して有意に減少していた(p<0.05)。また Table 1 に示すように血圧では、有意
な差は見られなかった。 























Figure 3. The body weight in BBR (a), and the body weight gain during the 
experiment (b). BBR: Berberine-treated SHR. Each bar and dot represents the 





 Table 1. The development of blood pressure (mmHg) in berberine treated SHR 
Age (weeks)        6        8        10       12       14         
BBR (n=5)       178±11   199±16   209±12   206±9   216±12 
Control (n=5)    179±10   194±12   210±13   209±5   219±8                     









(2) ベルベリンによる SHR の内臓脂肪組織への影響 
 採取した内臓脂肪組織は、副睾丸周囲脂肪(Epi)、後腹膜脂肪(Ret)、腸間膜脂肪(Mes)
である。 
 内臓脂肪組織重量において Ret は、Control 群(4.46±0.54 g)に対して BBR 群
(3.57±0.59 g)が有意に減少しており、Mes も同様に Control 群(2.19±0.22 g)に対して
BBR 群(1.80±0.28 g)が有意に減少していた(p<0.05)。また Epi においても同じく減少
傾向にあった(Fig. 4a)。 
 それぞれの脂肪組織を HE 染色で観察した結果、Epi、Mes において BBR 群の脂
肪組織は、Control 群と比較すると脂肪組織径が小さくなっていた。Ret でも同様な
傾向にあった(Fig. 4b)。 









































Figure 4. Effect of berberine on epididymal, retroperitoneal and mesenteric 
adipose tissues in berberine treated SHR.  BBR: Berberine-treated SHR (a). 
Representative hematoxylin and eosin staining of epididymal, retroperitoneal and 
mesenteric adipose tissue histology after 8 weeks of BBR administration.  
Original magnification, x40. (b) Significant values were calculated between BBR 
and control. Epi.: Epididymal  adipose tissue, Ret.:Retroperitoneal adipose tissue, 




Table 2.  Organ weight in berberine treated SHR  
  Brain(g) Heart(g) Kidneys(g) 
BBR (n=5) 1.90±0.05 1.31±0.09 2.43±0.13* 
Control (n=5) 1.93±0.03 1.39±0.02 2.57±0.13 
BBR: Berberine treated SHR, *p<0.05 from Control. Each value represents 















































 試料の作成や実験動物は、第 1 章、第 1 節と同じものを用いた。 






① 血中 d-ROM(The Diacron reactive oxygen metabolite test)の測定 
 測定には、フリーラジカル解析装置(Diacron SPF, Grosseto, Italy)を用いた。  
② 尿中 8-OHdG(8-hydroxy-2’-deoxyguanosine)の測定 




















(1) ベルベリン投与 SHR の腎機能改善効果 
 ベルベリン投与後 8 週間目に 24 時間の尿をメタボリックケージにて採取した。尿
量は両群とも有意差は認められなかった。正常血圧である WKY ラットでは 24 時間
尿中アルブミンの排泄量は 227.7±14.6 μg/day であるが、ベルベリン投与 SHR の








Figure 5. Twenty-four hour urinary albumin (a) and protein (b) excretion in BBR. 
BBR: Berberine-treated SHR. *p<0.01 from Control. Each bar represents the 








(2) ベルベリンによる SHR の酸化ストレスへの影響 
 酸化ストレスの評価には、d-ROM を用いた。d-ROM は生体内の活性酸素やフリ
ーラジカルより生じた血中の酸化ストレスのマーカーであるヒドロペルオキシド濃
度を呈色反応で計測し、生体内の酸化ストレス度の状態を総合的に評価するものであ
る。単位は Carratelli units (U.CARR)として表される。結果を Fig. 6a に示すが、ベ
ルベリン投与にて活性酸素種の減少傾向はあるが有意な減少は認められなかった。 
 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine(8-OHdG)は DNA を構成する塩基の一つデオキシグ
アノシンの 8位がヒドロキシル化された構造を持つDNA酸化損傷マーカーである 21)。 
デオキシグアノシンは活性酸素による酸化を受けやすいため、現在最も広く用いられ
ている酸化ストレスマーカーの一つであり、動物種を問わず尿を使って生体内酸化ス
トレスを評価できる。また、SHR の亜系である SHRSP の尿中 8-OHdG が高く酸化





     
 
Figure 6. Effect of reactive oxygen species prodution in blood(a) and urine(b). 






































【第 1 章 総合的考察】 































第 2 章 




 第 1 章においてベルベリンは、脂肪組織を減少させる作用があることが示唆された。 
この結果を受けて、脂肪細胞の培養モデルであるマウス前駆脂肪細胞 3T3-L1 を用い
て 30) ベルベリンによる脂肪細胞への影響を検討した。 
 3T3-L1 細胞は、IBMX、DEX ならびにインスリンを混合した分化誘導剤を作用さ
せることで、効率よく前駆脂肪細胞から脂肪細胞に分化することが知られている 31, 32)。 
 3T3-L1 細胞の分化は前駆脂肪細胞の増殖過程、前駆脂肪細胞が脂肪細胞へと分化
する過程、脂肪細胞に脂肪が蓄積して成熟する過程からなる。分化を制御する重要な
転写因子は、CCAAT-enhancer-binding proteins (C/EBP)ファミリーと peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR)ファミリーであることが明らかとなっている
33, 34)。分化初期の一過性細胞増殖期に発現する C/EBPβ、C/EBPδは、互いに協調




脂肪蓄積に関わる脂肪酸合成酵素 fatty acid synthase (FAS)や脂肪細胞特異的に発現
する fatty acid binding protein (aP2)などの発現を促し、脂肪細胞の肥大化をもたら











































Figure 7. Progression of 3T3-L1 preadipocyte differentiation. The major identified 
events of preadipocyte differentiation are presented chronologically. Areas labeled 
by gene names represent periods of gene expression during the differentiation 
program. The distinct stages of differentiation (very early, early, intermediate and 
late) are also provided. LPL, lipoprotein lipase; C/EBP, CCAAT/enhancer binding 
protein, PPAR, peroxisome proliferatoractivated receptor; MIX, 















ベルベリン(Berberine chloride form, SIGMA-ALDRICH, Japan, )は、DMSO(和
光純薬)に 37℃の水浴中で 40 分溶解した。無菌状態でフィルトレーションを行い、
-20℃で保存した。Kumar らの報告 27)により細胞毒性の認められない濃度である 5、
10 及び 20 μM で使用した。 
 
＜培養用試薬＞ 
・FBS(Fetal Bovine Serum):FBS (Hyclone)は 56℃で 30 分の非動化処理を行った。 
・抗生物質：Penisillin-Streptomysin Mided Solution, Stabilized(ナカライテスク)
を使用した。 
・PBS(Phosphate-Buffered Saline):NaCl 8.0g、Na2HPO4·12H2O 2.9g、KCl 0.2g、
KH2PO4 0.2g/L で作成し、加熱滅菌後に使用した。 
・Trypsin：0.25% Trypsin/1mM-EDTA Solution (ナカライテスク)を使用した。 
・細胞増殖培地：Dulbecco's Modifed Eagle's Medium (DMEM) Low-Glucose(ナカ
ライテスク）を使用した。 
・分化誘導培地：Dulbecco's Modifed Eagle's Medium (DMEM) 4.5g/L 
High-Glucose(ナカライテスク)、に 10%FBS および 100 U/mL Penisillin、100 g/mL 
Streptomysin を加えた培養液に 1mM Dexamethasone:DEX (和光純薬)、100mM 











(1) 3T3-L1 細胞の通常培養の方法 
Fig. 8a に示すように前駆脂肪細胞 3T3-L1 は、Dulbecco's Modifed Eagle's 
Medium (DMEM) Low-Glucose の培養液中に 10%FBS、100 U/mL Penisillin と
100g/mL Streptomysin を添加し、37℃、5% CO2条件下で培養した。 
 
(2) 脂肪前駆細胞から脂肪細胞への分化誘導 
前駆脂肪細胞 3T3-L1 を 6 well plate に播種した。脂肪細胞への分化誘導は、細胞
が confluent になった 2 日後に 10%FBS/DMEM(High-Glucose)に 500 M IBMX、1 
M DEX、5g/mL インスリンを加えた分化誘導培地に交換を行い、培養した(Day 0)。
その 3 日後、5 g/mL インスリンを加えた 10%FBS/DMEM(High-Glucose) に 5、
10、20 M のベルベリンをそれぞれ添加した(Day 3)。さらにその 2 日後、
10%FBS/DMEM (High-Glucose)に上記に記載した濃度のベルベリンを添加し、2 日
間培養を行った(Day5)。その後 Day5 と同様の成分の培養液に交換して 3 日間培養を
行った(Day 8)。 
 
(3) Oil Red-O 染色法による細胞内脂肪滴の染色 
150mg Oil Red(SIGMA)を 60%イソプロパノールに溶解した。60%になるように精
製水で希釈し、ろ過した。Day8 の分化した脂肪細胞を PBS(-)で DMEM の色が無く
なるまで洗浄した後、10%ホルマリンで 10 分固定した。PBS で 2 回洗浄後、60%イ
ソプロパノールに 1 分置換し、イソプロパノールを捨てる。その後 Oil Red-O 染色液
を加えて脂肪滴の染色を 10-30 分行い、60%イソプロパノールで 1 回洗浄、PBS で 2
回洗浄後、画像にて各群の比較を行った。 
 
(4) 細胞内の TG(トリグリセリド)量の測定 
Day8の分化した脂肪細胞を37℃で温めておいたPBSで2回洗浄後、500ulのRIPA 
Buffer で回収した。回収した細胞は超音波にて破砕し、遠心分離を行い、上清を回収
した。各上清を用いて細胞内の TG をトリグリセライド E-テストワコー(和光純薬)を





分化誘導後 Day8 の 3T3-L1 細胞から QIAGEN RNeasy Mini Kit を使用して total 
RNA を抽出した。2 g の total RNA を用いて High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit にて cDNA を合成し試料とした。試料を Polymerase chain 
reaction（PCR）にて増幅を行った。遺伝子特異的プライマーは、C/EBPβ、C/EBPα、
PPARγ、aP2、FAS を用いた。PCR 産物は、0.5 g/ml エチジウムブロマイドを加
えた 1.5%アガロースゲルにて電気泳動し、UV にて検出した。それぞれの遺伝子発現
量は、Sion-image にて数値化し、得た結果は GAPDH（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase）で補正した。 
 
(6) RT-PCR によるアディポカインの遺伝子発現量の解析 
上記(4)の方法と同様に、分化誘導後 Day8 の 3T3-L1 細胞から QIAGEN RNeasy 
Mini Kit を用いて total RNA を抽出し、2 g の total RNA を用いて High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit にて cDNA を作成した。アディポカインであるレ
ジスチンおよびレプチンのプライマーを用いて、PCR にて増幅を行った。PCR 産物
は、0.5 g/ml エチジウムブロマイドを加えた 1.5%アガロースゲルにて電気泳動し、
UV にて検出した。それぞれの遺伝子発現量は、Sion-image にて数値化し、得た結果
は GAPDH で補正した。 
レプチンは、Forward primer: AGAAGATCCCAGGGAGGAAA、Reverse 
primer：TCATTGGCTATCTGCAGCAC、レジスチンは、TCATTTCCCCTCC TTTTCCT、
GGCTGCTGTCCAGTCTATCC であり、GAPDH は Table 3 に示す。 
 
(7) 酸化ストレスの評価 
① NBT 法を用いた活性酸素種の評価 
活性酸素種の評価には Nitro Blue Tetrazolium（NBT）法を用いた SOD assay 









を作成した。得られた cDNA より、酸化ストレスマーカーである GPx(Glutathione 
peroxidase)のプライマーを用いて PCR にて増幅した。PCR 産物は、0.5 g/ml エチ
ジウムブロマイドを加えた 1.5%アガロースゲルにて電気泳動し、UV にて検出した。
GPx の発現量においても、Sion-image にて数値化し、得た結果は GAPDH で補正し
た。また、GPx の活性の測定には、分化誘導後 Day8 の細胞を回収し、超音波にて破
砕し、遠心分離を行い、上清を回収し、得た上清を用いて GPx assay kit (Northwest 
Life Science Specialties)にて測定した。補正は総タンパク量で行った。 
 GPx は、Forward primer: GGGCAAGGTGCTGCTCATTG、Reverse 























































           
        Preadipocytes          Adipocytes         
       
   Berberine 5 μM        Berberine 10 μM       Berberine 20 μM 
   
Figure 8. Berberine inhibited 3T3-L1 preadipocyte differentiation into adipocytes 
and suppressed intercellular triglyceride accumulation. Berberine treatment 
inhibited adipocyte differentiation markedly. When compared with mature 
adipocytes, droplets observed in the cells were markedly fewer and smaller after 
berberine treatment (a). Triglyceride content was measured by an ultraviolet 
spectrophotometric method (b). Each bar represents the mean ± SD, with n = 3. *P 
<0.05, **P <0.01, ***P <0.001 vs. adipocyte group, using one-way ANOVA, 






Day8 で回収した 3T3-L1 脂肪細胞を同様に脂肪細胞の分化マーカーや脂肪細胞に





































PPAR γ TTCAGAAGTGCCTGGCTGTG TCTTTCCTGTCAAGATCGCC 




























Figure 9. The effect of berberine on gene expression of transcription factors and 
PPAR target genes during 3T3-L1 cell differentiation. Transcription factors 
including C/EBPβ(b), C/EBPα(c), and PPARγ(d) , and PPAR target genes, such as 
adipocyte-specific aP2(e) and FAS(f) mRNA gene expression, were tested by the 
RT-PCR method using GAPDH as an internal control. Each bar represents the 












Figure 10. Effect of Berberine on the expressions of resistin(a) and leptin(b) in 
3T3-L1 adipocytes. Each bar represents the mean ± SD, with n = 3. **P <0.01 vs. 






















        
 
Figure 11. Reactive oxygen species production was detected by NBT assay. Each 
bar represents the mean ± SD, with n = 3. *P <0.05, **P <0.01, vs. adipocyte group, 


















Figure 12. Effect of berberine on GPx in 3T3-L1 adipocytes. (a) GPx gene 
expressions were measured by RT-PCR using GAPDH as an internal control. Each 
bar represents the mean ± SEM, n = 3.  (b) GPx activity. Each bar represents the 
mean ± SD, n = 4-5. *P <0.05 vs. adipocyte group, using one-way ANOVA followed 


























抑制作用が確認された。レジスチンは、3T3-L1 細胞では C/EBPs と PPARγを介し






























より 3T3-L1 細胞の脂肪滴、TG が濃度依存的に減少することが確認され、脂肪細胞
特異的に発現する遺伝子の発現抑制の関与が示唆された。また、ベルベリンの添加に
より 3T3-L1 脂肪細胞における活性酸素種の濃度依存的減少が新規に認められ、酸化
ストレス改善作用は抗酸化酵素である GPx の上昇が原因であることが推察された。 
 近年 Zhang ら 48)は肥満マウスを用いて、ベルベリンにエネルギー消費増加や褐色
脂肪の活性化による体重増加制限を報告しており、また Pérez-Rubio ら 49)は、ヒト
の臨床研究においてインスリン受容体の感受性増大、腹囲周囲脂肪の減少および収縮
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